® REPUBLIQUE FRANQAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



(ij) N° de publication : 

(a n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

(21) n° d'enregistrement national 



2 766 205 
97 09007 



Int CI 6 : C 12 N 5/08, A 61 K 45/05, 48/00 



DEMANDE DE BREVET ^INVENTION 



A1 



(22) Date de depot : 16.07.97. 
@) Priorite : 



(43) Date de mise a la disposition du public de la 
demande : 22.01.99 Bulletin 99/03. 

Liste des documents cites dans !e rapport de 
recherche preliminaire : Se reporters la fin du 
present fascicule 



60) References a d'autres documents nationaux 
apparentes : 



©) Demandeur(s) : INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE 
ET DE LA RECHERCHE MEDICALE INSERM ETA- 
BLISS PUBLIC A CARACT SCIENT ET TECH— FR et 
INSTITUT GUSTAVE ROUSSY— FR. 



Inventeur(s) : ZITVOGEL LAURENCE, RAPOSO 
GRACA, REGNAULT ARMELLE et AMIGORENA 
SEBASTIAN. 



@)Titulaire(s) : 



Qy Mandataire(s) 

RAUDSA. 



ERNEST GUTMANN YVES PLASSE- 



o 

CM 

CO 
CO 

CM 
0C 



NOUVEAU PROCEDE DE SENSIBILISATION DE CELLULES PRESENTATRICES D'ANTIGENE ET NOUVEAUX 
MOYENS POUR LA MISE EN OEUVRE DU PROCEDE. 

_ L'invention concerne une vesicule designee par ' exo- 
some derive de cellules tumorales ** correspondant a une 
vesicule interne contenue dans un endosome d'une cellule 
tumorale et secretee par ladite cellule tumorale suite a la fu- . 
sion de la membrane externe du susdit endosome avec la 
• membrane cytoplasmique de la susdite cellule tumorale, le- 
quel exosome derive de cellules tumorales . 

- est debarrasse de son environnement nature!, 

- comprend une bicouche lipidique designee par 'surfa- 
ce ;t qui entoure une fraction cytosolique, 

eteventuellement 

- presente sur sa surface des molecules de classe I du 
complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) et/ ou de clas- 
se II du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), even- 
tuellement chargees en peptides antigeniques et/ ou des 
molecules d'adhesion et/ ou des molecules de co-stimula- 
tion lymphocytaire, 

- et/ ou contient dans sa fraction cytosolique des mole- 
cules antigeniques tumorales et/ ou des immunomodula- 
teurs et/ ou chemo-attracteurs et/ ou hormones et/ ou' 
agents cytotoxiques des acides nucleiques. 
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NOUVEAU PROCEDE DE SENSIBILISATION DE CELLULES 
PRESENT ATRICES D'ANTIGENE ET NOUVEAUX MOYENS POUR LA 
MISE EN OEUVRE DU PROCEDE. 



L' invention a pour objet un nouveau precede de sensibilisation de cellules 
presentatrices d'antigene et de nouveaux moyens pour la mise en oeuvre du precede. 

Depuis la demonstration de 1 'existence de lymphocytes T cytotoxiques CD8 + 
specifiques d'antigenes tumoraux presentes dans Ie contexte des molecules de classe I 
10 du complexe majeur d" histocompatibility (CMH) (Rosenberg et coll., 1996; Boon, 
1992), plusieurs laboratoires ont pu montrer que rimmunotherapie anti-tumorale est 
une strategic therapeutique efficace dans les modeles animaux (Pardoll, 1995). Le 
principe de rimmunotherapie est d'induire une reponse immunitaire efficace contre 
des antigenes specifiques de tumeurs. A ce jour, cela a pu etre effectue de differentes 
15 facons. Tout d'abord, des cellules tumorales exprimant des molecules de co- 
stimulation recombinantes et/ou des cytokines immuhomodulatrices sont capables de 
stimuler des reponses anti-tumorales capables d'eradiquer des tumeurs solides in vivo 
(Zitvogel et coll., 1996 [a]). De meme, des peptides derives d'antigenes tumoraux (ou 
d'antigenes exogenes exprimes dans les cellules tumorales) injectes sous differentes 
20 formes chimiques y compris l'utilisation de liposomes comme vecteurs, sont capables 
de faire regresser des tumeurs (Pardoll, 1995). Finalement, des cellules presentatrices 
d'antigenes professionnelles, comme les cellules dendritiques sensibilisees avec des 
peptides derives d'antigenes tumoraux, re-injectees in vivo induisent des reponses 
anti-tumorales puissantes, ainsi que la regression de tumeurs solides etablies de la 
25 souris (Mayordomo et coll., 1995). 

L'immunotherapie basee sur l'utilisation des cellules dendritiques a pu montrer 
son efficacite dans les etudes realisees chez la souris. De ce fait, cette therapie a ete 
recemment transposee en clinique. Aux Etats-Unis, des essais sont actuellement en 
cours afin de demontrer que des cellules dendritiques chargees de peptides tumoraux 
30 augmentent de facon significative la frequence de cellules T cytotoxiques specifiques 
(CTL). Une limitation majeure a cette approche est la sensibilisation des cellules 
dendritiques avec des peptides derives d'antigenes tumoraux. En effet, dans la 
majorite des tumeurs, des antigenes specifiques n'ont pas ete identifies. Des antigenes 
specifiques de la tumeur sont seulement connus dans des cas de tumeurs induites par 
35 des virus (carcinome du col uterin), dans des cas de melanome (antigenes du soi, 
antigenes mutes, antigenes de differentiation) ou dans un petit pourcentage de tumeurs 
du sein (oncogenes, ou produits de genes supresseurs de tumeur ayant subi des 
mutations). Cependant, rimplication directe de ces peptides ou antigenes tumoraux 
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dans f elimination des tumeurs chez rhomme reste a demontrer. Des methodes 
nouvelles de sensibilisation des cellules presentatrices d'antigenes telles que les 
cellules dendritiques s'averent necessaires. Ces methodes ont pour but d'induire des 
reponses ant i-tumo rales specifiques dans le contexte des molecules de classe I et de 
classe II du CMH. 

La plupart des methodes de sensibilisation de cellules dendritiques mises en 
oeuvre a present utilisent des peptides correspondant a des epitopes presentes en 
association avec les molecules de classe I et identifies dans les cellules tumorales 
grace a des clones de CTLs specifiques de la tumeur. Cependant, ces methodes ne 
sont vraisemblablement pas optimales car elles ne tiennent pas compte des epitopes 
reconnus dans le contexte des molecules de classe II qui sont critiques pour la 
proliferation des lymphocytes T auxiliaires necessaires a Tobtention des reponses 
cytotoxiques optimales, De plus, des epitopes presentes par les cellules tumorales et 
ceux presentes par les cellules presentatrices d'antigenes (comme par exemple les 
cellules dendritiques), ne sont probablement pas les memes. Finalement, des peptides 
tumoraux reconnus par les CTL sont seulement disponibles pour un petit pourcentage 
de patients ayant des molecules de classe I d'haplotype approprie. 

La methode de sensibilisation ideale, de fa^on a pouvoir etre appliquee a 
n'importe quelle tumeur avec un risque minimale d'immunoselection, ne doit pas etre 
restreinte a un petit nombre d'antigenes tumoraux identifies. De meme, une telle 
methode devrait utiliser des antigenes proteiques intactes plutot que des peptides, afm 
de permettre a la cellule dendritique de les preparer et de presenter la combinaison 
adequate de peptides en association avec les molecules de classe I et de classe II, et 
cela pour tout individu. 

Recemment, Gilboa et collaborateurs (Boczkowsky et coll., 1996) ont pu 
montrer que des ARN messagers prepares a partir de biopsies de tumeurs charges 
dans des cellules dendritiques peuvent avoir un effet anti-tumoral in vivo. Cependant, 
les ARN sont tres instables et la quantite d'ARN potentiellement interessant compare 
a TARN total est vraisemblablement tres faible. Zitvogel et coll. (Zitvogel et colL., 
1996 [b]) ont montre que des peptides tumoraux prepares a partir d'un eluat acide de 
tumeurs (eluat peptidique acide : EPA) peuvent etre utilises pour charger des cellules 
dendritiques. Ces cellules ainsi chargees, une fois injectees, ont la capacite de faire 
regresser des tumeurs. Cependant, dans le cas de tumeurs n'exprimant pas de 
molecules de classe I et qui representent la majorite des tumeurs humaines 
metastatiques, dans le cas de tumeurs qui ne peuvent pas etre dissociees en une 
suspension cellulaire, Tapproche utilisant les eluats acides n'est pas tres efficace et 
n'est pas reproductible. 
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De plus, dans le brevet US 5.030.621, on decrit la preparation d'un vaccin 
hurnain contre la cancer a partir de cultures de cellules tumorales. 

Le procede applique aux cellules tumorales pour la preparation du susdit vaccin 
est tel qu'on obtient notamment des proteines solubles d'origine non definie 
(membranaire cytosolique, mitochondriale, endosomale), y compris eventuellement 
des molecules secretees par la cellule et qui sont non desirables dans le cadre de 
Tutilisation dans une substance vaccinale. 

Par ailleurs, on a decrit dans la demande international WO 97/05900, des 
vesicules derivees de compartiments de molecules du CMH de classe II, secretee par 
les cellules presentatrices d'antigenes, lesquelles vesicules ont ete designees par 
exosomes. 

Cependant, rien a priori ne permettait de penser que de telles vesicules 
pourraient etre secretees par d 1 autres types de cellules. 

L f un dies aspects de T invention est de proposer un nouveau procede 
reproductible de sensibilisation de cellules presentatrices d'antigene par des antigenes 
tumoraux. 

L'un des autres aspects de 1' invention est de proposer un nouveau procede 
reproductible de sensibilisation des cellules presentatrices d'antigene par des antigenes 
tumoraux, dans lequel il n'est pas necessaire que les antigenes tumoraux soient 
connus. 

L'un des autres aspects de 1' invention est de proposer les moyens permettant 
d'etablir une banque d'antigenes tumoraux. 

L 1 invention concerne notamment une vesicule designee par "exosome derive 
de cellules tumorales" correspondant a une vesicule interne contenue dans un 
endosome d'une cellule tumorale et secretee par ladite cellule tumorale suite a la 
fusion de la membrane externe du susdit endosome avec la membrane cytoplasmique 
de la susdite cellule tumorale, lequel exosome derive de cellules tumorales : 
est debarrasse de son environnement naturel, 

comprend une bicouche lipidique designee par " surface" qui entoure une 
fraction cytosolique, 
et eventuellement 

presente sur sa surface des molecules de classe I du CMH et/ou de classe 
II du CMH, eventuellement chargees en peptides antigeniques et/ou des molecules 
d' adhesion et/ou des molecules de co-stimulation lymphocytaire, 

et/ou contient dans sa fraction cytosolique des molecules antigeniques 
tumorales et/ou des immunomodulateurs et/ou chemo-attracteurs et/ou hormones 
et/ou agents cytotoxiques des acides nucleiques. 
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De fagon inattenduc, il s'est avere que les cellules tumorales secretent des 
exosomes presentant des proprietes interessantes. 

Par "cellules tumorales", on englobe egalement les cellules transformees ou 
immortal isees. 

5 Selon un mode de realisation avantageux, les exosomes de 1* invention sont tels 

que les molecules du CMH sont chargees en peptides antigeniques et/ou expriment 
des molecules d'adhesion et/ou expriment des molecules de co-stimulation 
lymphocytaire, mais les exosomes sont depourvus, dans leur fraction cytosolique, de 
molecules antigeniques tumorales et d'immunomodulateurs et d'acides nucleiques. 

10 Selon un autre mode de realisation avantageux, les exosomes de T invention sont 

tels que les molecules du CMH sont "vides", c'est-a-dire non chargees de peptides 
antigeniques et les exosomes sont depourvus, dans leur fraction cytosolique, de 
molecules antigeniques tumorales et d'immunomodulateurs et d'acides nucleiques. 

Selon un autre mode de realisation, les exosomes de V invention sont tels que les 

15 molecules du CMH sont vides et les exosomes contiennent dans leur fraction 
cytosolique des molecules antigeniques tumorales et des immunomodulateurs et des 
acides nucleiques. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, les exosomes .de 
T invention sont tels que les molecules du CMH sont chargees en peptides 
20 antigeniques et/ou expriment des molecules d'adhesion et/ou en molecules de co- 
stimulation lymphocytaire et les exosomes contiennent dans leur fraction cytosolique 
des molecules antigeniques tumorales et des immunomodulateurs et des acides 
nucleiques. 

S'agissant des exosomes derives de cellules tumorales, on peut citer, a Litre 
25 d'exemple, des cellules de cancer de type melanome malin (provenant de lignces 
primaires etablies "ex vivo" ou bien de cellules dissociees provenant de la piece 
operatoire) qui expriment a leur surface des peptides comme MART-l/Melan-A, dans 
le contexte CMH - classe 1, HLA-A*0201, et contenant I'antigene proteique 
MART-1. 

30 On peut egalement citer des cellules provenant de cancer du rein 

(adenocarcinome a cellules claires) ou de leucemies dont les cellules expriment des 
produits specifiques de translocation. 

L*expression "exosome debarrasse de son environnement naturel" signifie qu'il 
y a eu exocytose de 1' exosome hors de la cellule. 

35 Cette expression peut egalement signifier que, non seulement Texosome a ete 

secrete par la cellule lors de la fusion des endosomes multivesiculaires avec la 
membrane plasmique, mais qu'il n'est plus entoure des elements solubles qui sont 
dans le lumen de Tendosome. 
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L'expression "exosomes" signifie forcement qu'ils sont hors de la cellule. 
Autrement, ils correspondent simplement aux vesicules internes des endosomes. 

Les peptides antigeniques susceptibles de charger les molecules du CMH 
proviennent par exemple des antigenes suivants : ceux provenant de melanomes tels 
5 que : MART-1, tyrosinase, MAGE-1/2/3, P53 (dans differentes tumeurs) ou 
Her2/Neu. 

Plus generalement, on peut citer des produits de fusion/ translocation, 
d* oncogenes ou d'anti-oncogenes, ou bien des antigenes de differenciation ou des 
peptides du soi ou peptides mutes. 

10 Par molecules de co-stimulation lymphocytaire, on designe par exemple 

des molecules qui doniient aux lymphocytes T des signaux complementaires a ceux 
donnes lors de 1' interaction des complexes Molecule de classe I et II - peptide avec le 
recepteur des cellules T. 

On peut citer, a titre d'exemple : 

15 CD80, CD86, ICAM, LFA, CD40, TNF R (famille) et des molecules 

d* adhesion ou de chemo attraction (permettant le contact entre la cellule 
profess ionnelle presentatrice d'antigene et les lymphocytes effecteurs, ou le transport 
intracellulaire/localisation specifique ("trafficking/homing") d'autres cellules au site 
vaccinal ou inflammatoire. 

20 Les molecules antigeniques tumorales contenues dans le cytosol des exosomes 

proviennent de proteines exprimees de fagon selective et/ou abondante par les cellules 
tumorales. 

Les immunomodulateurs du cytosol des exosomes sont par exemple : 
TNF-a, ou 
25 - Interleukine 1, ou 

Interleukine 15, ou 
C-CR (chemokines). 

Les acides nucleiques du cytosol des exosomes proviennent de 
la cellule elle-meme. Ces acides nucleiques se trouvent dans le cytosol des exosomes 
30 en consequence directe de leur mecanisme de formation. 

Une classe avantageuse d*exosomes de T invention possede les caracteristiques 
suivantes : 

ce sont de petites vesicules membranaires de 60 a 80 nm secretees par les 
cellules tumorales, 

35 ils possedent des molecules normalement presentes dans les endosomes, 

ils contiennent des antigenes tumoraux, comme par exemple MART-1 
dans le cas de cellules de melanome, 

- ils sont depourvus de cellules mortes, et /ou debris cellulaires 



BWSDOCID: <FR 27662Q5A1 J_> 



6 



2766205 



ils sont depourvus de contaminants tels que contaminants membranaires, 
reticulum endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondries ou constituants de 
noyaux, 

ils portent a leur membrane des molecules de classe I / II du CMH 
5 fonctionnelles chargees de peptides antigeniques tumoraux, 

ils peuvent sensibiliser in vivo et in vitro des cellules dendritiques capables 
ensuite d'activer des cellules T specifiques de la tumeur, 

ils presentent la capacite lorsqu'ils sont inocules in vivo, notamment en 
intradermique, de faire regresser des tumeurs solides etablies. 
10 ils portent des molecules de co-stimulation lymphocytaire telles que CD40, 

CD80..., 

ils contiennent des interleukines, ou des chemo-attractants ou des 
immunomodulateurs . 

Des tests permettant de verifier que les exosomcs de T invention possedent des 
1 5 molecules normalement presentes dans, les endosomes consiste en la microscopie 
electronique et V immunoempreinte (Western Blot). Ces tests permettent de montrer 
que les exosomes de 1' invention expriment le recepteur de la transferrine, des 
molecules LAMP ("lysosome associated membrane protein" : proteine membranaire 
associee au lysosome), des molecules de classe I / II du CMH, des antigenes 
20 tumoraux. 

Un test permettant de verifier que les exosomes de T invention contiennent des 
antigenes tumoraux est 1' immunoempreinte avec un anticorps anti-MART-l. 

Un test permettant de verifier que les exosomes sont depourvus de contaminants 
est la microscopie electronique et immunoempreinte avec des anticorps anti-calnexine 
25 qui est presente dans le reticulum endoplasmique. 

Un test permettant de verifier que les exosomes portent a leur membrane des 
molecules de classe I/II du CMH fonctionnelles chargees de peptides antigeniques 
tumoraux consiste en une presentation antigenique a des lymphocytes T specifiques 
des antigenes de la tumeur concernee (tests de proliferation de clones T specifiques 
30 d' antigenes et CMH classe I restreints). 

On peut egaiement utiliser un test de secretion de cytokines (IFNy, GM-CSF, 
TNFP) par les clones T sus-cites. 

Un test permettant de verifier qu'il y a sensibilisation in vivo et in vitro des 
cellules dendritiques capables d'activer des cellules T specifiques de la tumeur est 
35 donne par la Figure 7 (test de proliferation et/ou secretion de cytokines par les clones 
T specifiques d'antigenes, par la methode de sensibilisation croisee ("cross-priming") 
(exosomes d' une tumeur MART-1 -+ f HLA-A2- charges sur une cellules dendritique 
MART-1-, HLA-A2+).- 
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Un test permettant de verifier que les exosomes presentent la capacite, lorsqu'ils 
sont inocules, notamment en intradermique, de faire regresser des tumeurs solides 
etablies est donne a la Figure 6. 

A titre d'exemple, on pratique une injection de 10 a 40 fig d'exosomes de 
tumeur en intradermique du cote homolateral a la tumeur etablie depuis 3 a 10 jours ; 
on observe l'animal porteur de la tumeur et la disparition progressive de la tumeur 
etablie en 7 a. 10 jours (chez les rongeurs de type sour is). 

Un exosome avantageux de r invention est constitue par un exosome derive de 
cellules tumorales tel que defini ci-dessus et presentant sur sa surface des molecules 
de classe I et/ou de classe II du CMH, eventueliement chargees en peptides 
antigeniques et contenant dans sa fraction cytosolique des molecules antigeniques 
tumorales. 

Selon un mode de realisation avantageux, V invention concerne un exosome 
deriv6 de cellules tumorales tel que defini ci-dessus 

exprimant a sa surface des molecules de classe I et/ou de classe II du 
CMH du complexe majeur d'Wstocompatibilite (CMH), et/ou des antigenes 
caracterises de tumeurs et/ou des molecules de co-stimulation lymphocytaire/adhesion 
et /ou des immuriomodulateurs, et/ou chemo-attractants, exogenes par rapport a la 
cellule tumorale dont derive l'exosome, ou 

contenant des antigenes tumoraux et/ou des immunomodulateurs et/ou des 
acides nucleiques ou des agents cytotoxiques ou des hormones exogenes par rapport a 
la cellule tumorale dont derive Texosome. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation d'exosomes derives 
de cellules tumorales tels que definis ci-dessus, comprenant les etapes de 
centrifugation differentielle de fractions membranaires de surnageants de culture ou de 
lysats de cellules tumorales ou de suspensions tumorales fraiches et de recuperation de 
la ou des fraction(s) contenant lesdits exosomes. 

Le procede de T invention ne fait pas intervenir de detergents (qui detruiraient 
les exosomes en dissolvant - en solubilisant les membranes) tels que NP40, SDS, 
Triton-X-100. 

Le procede de V invention ne fait pas intervenir de filtration a travers une 
membrane (Millipore pax exemple). 

Ce procede est decrit par exemple dans Raposo et al., J. Exp. Med. 1996, 
152:1161-1172. 

La fraction membranaire contenant les exosomes de surnageants est celle 
obtenue apres ultra-centrifiigation a 70 000 xg. 

Quant aux lysats de culture, ils proviennent de pieces tumorales operatoires 
apres excision chirurgicale (ler cas) ou bien d'organe porteur de tumeur (organe 
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excise chirurgicalement) (2eme cas), que 1'on traite par dissociation mecanique (ler 
cas) ou par perfusion prolongee (2eme cas). 

La suspension cellulaire finale est traitee de la meme maniere que les 
surnageants de culture. 

II peut aussi s'agir de cellules traitees par congelation/decongelation en plusieurs 
cycles successifs. 

L' invention concerne egalement les exosomes susceptibles d'etre obtenus selon 
le procede decrit ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de T invention de 
preparation d' exosomes derives de cellules tumorales tels que definis ci-dessus est tel 
que Tetape de centrifugation est effectuee : 

- sur un prelevement de sang efferent de la veine del' organe tumoral isole, ou 

- sur un prelevement de serum du de plasma du sang circulant d'un patient, ou 

- a partir du . _ produit de drainage (serum physiologique contenant 
eventuellement de la dexamethasone, ou agent cytotoxique stimulant Texocytose des 
exosomes) d'un organe excise chirurgicalement et traite ex vivo par circuit isole- 
perfuse pour le drainage de la tumeur qu'il porte, ou . — 

- a partir du surnageant d'un explant tumoral dissocie in vitro. 

Le prelevement de sang efferent de 1' organe tumoral isole correspond a 20 a 
50 ml de sang de la veine principale efferente de Torgane tumoral, preleve avant 
1 ' intervention d ' ablation chirurgicale . 

Le produit de drainage d'un organe excise chirurgicalement et traite ex vivo par 
circuit isole-perfuse a lieu de la fa^on suivante. 

Dans le cas d 1 organe presentant une artere afferente et une veine efferente, ;.on 
caracterise V artere par une tubulure plastique branchee a une poche proclive contenant 
du serum physiologique avec eventuellement d'autres agents. On draine Torgane et le 
liquide ressort pas une autre tubulure catheterisant la veine, en declive (par exemple 
dans le cas du cancer du rein, ou d'un glioblastome cerebral). 

La dexamethasone, contenue eventuellement dans le produit de drainage, a pour 
but d'augmenter le stress cellulaire et Texocytose des exosomes hors de la cellule 
tumorale. 

Le surnageant d'un explant tumoral dissocie in vitro est obtenu de la fagon 
suivante : 

on procede a la dissociation mecanique de la tumeur conduisant a une 
suspension unicellulaire contenant des cellules tumorales et des cellules du stroma 
tumoral et des cellules du systeme immunitaire ; cette suspension peut etre irradiee et 
recuperee pour les ultra-centriftigations differentielles. 
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Un procede avantageux de preparation selon 1' invention d'exosomes derives 
de cellules tumorales est effectue : 

* soit a partir de cultures de cellules tumorales et comprenant 

• une irradiation, a une intensite suffisante pour provoquer Taction 
cytostatique des cellules tumorales et ne depassant pas 15,000 rads avantageusement a 
environTO.000 rads, des cellules tumorales avant, pendant ou apres leur mise en 
culture, ou 

• un traitement, pendant la culture, des cellules tumorales, a l'aide de 
stero'ides, par exemple dexamethasone, ou d'agents cytotoxiques, par exemple 5- 
fluorouracile (5 Fu) ou cis -platinum, docetaxel, anthracycline, poison du fuseau, 
antipyrimidique, ou d'interleukine par exemple IL10, IL2, IL15, GM-CSF, IFNy, 
IL-6, 

• un traitement avec un agent susceptible d'augmenter la quantite 
d'endosomes multi vesiculates, par exemple le nocodazole (Gruenberg J. et al. (1989) 
"Characterization of the Early Endosome and Putative Endocytic Carrier Vesicles In 
Vivo and with an Assay of Vesicle Fusion In Vitro" The Journal of Cell Biology 
JjQS: 1301-1316) et done d'augmenter la production d'exosomes, 

* soit a partir d'un prelevement de serum physiologique drainant un 
orgiane excise chirurgicalement et traite ex vivo par circuit isole-perfuse pour le 
drainage de la tumeur qu'il porte, ou 

* soit a partir du surnageant d'un explant tumoral dissocie in vitro et 

comprenant 

. un traitement a l'aide de steroi'des, par exemple dexamethasone, ou 
d'agents cytotoxiques, par exemple 5-fluorouracile (5 Fu), cis-platinum, taxanes, ou 
d'interleukine par exemple IL-10, FL-2, GM CSF, etc.. . 

S'agissant de 1' irradiation, elle doit etre suffisante pour provoquer Taction 
cytostatique des cellules tumorales. 

L' irradiation des cellules tumorales peut etre faite avant la mise en culture des 
cellules, ou pendant ou apres la mise en culture des cellules tumorales. 

II faut irradier quand les cellules tumorales sont vivantes, e'est-a-dire : 

- soit sur Torgane excise porteur de tumeur avant la perfusion, 

- soit sur les cellules en culture, 

- soit sur la suspension cellulaire dissociee mecaniquement ; mais, dans tous les 
cas, avant souffrance cellulaire tumorale pour cause d'hypoxie/necrose 
vasculaire/deshydratation. 

S'agissant du traitement a l'aide de steroides, il permet de provoquer une 
activation cellulaire conduisant a 1'exocytose des exosomes. 

S'agissant du traitement a l'aide d'agents cytotoxiques, il permet de : 
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modifier le cytosquelette et rearranger les compartiments intracellulaires 
pour deregler les phenomenes d'internalisation et d'exocytose (ler cas), 
depolymeriser les microtubules (2eme cas). 

S'agissant du traitement avec un agent susceptible d'augmenter la quantite 
d'endosomes multi vesiculates, il a lieu pendant la mise en culture des cellules, 
comme agent on peut citer le nocodazole (ler cas), (drogue permettant de 
depolymeriser les microtubules), la bafilomycine (2eme cas) (drogue inhibant les 
ATpases vacuolaires)( M Bafilomycins: A class of inhibitors of membrane ATPases 
from microorganisms, animal cells, and plant cells" (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 55:7972-7976), 

L' invention a notamment pour objet un procede de preparation d'exosomes de 
cellules tumorales tel que defini ci-dessus, comprenant 

soit la modification genetique des cellules tumorales par des genes 
exogenes codant pour des molecules de classe I et/ou de classe II du complexe majeur 
d' histocompatibility (CMH), et/ou des genes codant pour des antigenes caracterises de 
tumeurs et/ou des genes codant pour des molecules de co-stimulation/adhesion ou des 
chemokines attractantes, les produits de ces genes exogenes pouvant se trouver 
exprimes a la surface des exosomes et/ou etre sequestres a l'interieur des exosomes, 

soit la modification in vitro des exosomes produits par les cellules 
tumorales, telle que T introduction (par electroporation, par fusion avec un liposome 
synthetique, par virus recombinant ou par methode chimique), de proteines ou 
d'acides nucleiques ou medicaments pharmaceutiquement definis dans et/ou avec les 
exosomes. 

Les exosomes des cellules tumorales transfectees comme indique ci-dessus sont 
recueillis et utilises comme vaccins tumoraux. 

Les exosomes modifies in vitro comme indique ci-dessus sont destines a delivrer 
le materiel exogene a une cellule cible in vitro ou in vivo. 

S'agissant de la fusion avec un liposome synthetique, ce procede est realise 
comme indique dans Nabel et al. (1996), ou dans Walker et at. (1997. Nature 182, 
pages 61 et suivantes). 

L 1 invention concerne egalement des cellules presentatrices d' antigenes, 
notamment lymphocytes B, macrophages, monocytes ou cellules dendritiques, 
chargees en exosomes derives de cellules tumorales tels que definis ci-dessus. 

Dans ce. qui suit, on utilisera l'expression "cellules presentatrices d'antigenes 
chargees en exosomes derivees de cellules tumorales" ou "cellules presentatrices 
d'antigenes sensibilisees par des exosomes derivees de cellules tumorales" . 

Les cellules presentatrices d'antigenes de T invention ont notamment les 
caracteristiques suivantes : 
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dans des modeles de tumeurs qui n'expriment pas des molecules de classe 
I et qui, par consequent, n'ont pas la capacite de stimuler des cellules T CD8 + , des 
cellules dendritiques chargees avec des exosomes de cellules tumorales, peuvent 
presenter ces peptides tumoraux a des cellules T cytotoxiques dans le contexte des 
molecules de classe I du CMH, (caracteristique n° 1) 

des cellules dendritiques chargees d'exosomes de cellules tumorales 
injectees en intraveineuse ou en sous-cutanee sont egalement tres efficaces 
(caracteristique n° 2) 

Un test permeitant de mettre en evidence la caracteristique n° 1 est le suivant. 

Dans le systeme murin ou la tumeur est classe I negative, les exosomes sont eux 
aussi depourvus en molecules de classe I du CMH, mais peuvent, lorsqu'ils sont 
incubes et charges sur les cellules dendritiques, medier une reponse immunitaire anti- 
tumorale. Seuls, en injection intradermique, ils ne le peuvent pas. 

Un test permettant de mettre en evidence la caracteristique n° 2 est le suivant. 

Dans le systeme humain, un exosome de classe I du CMH negatif, incube en 
presence d'une cellule dendritique classe I du CMH positive, peut permettre la 
stimulation de clones CD8+T specifiques de I'antigene contenu dans l'exosome (voir 
figure 7). 

L' invention concerne egalement un procede de preparation de cellules 
presentatrices d'antigenes telles que definies ci-dessus, comprenant les etapes 
d* incubation de cellules presentatrices d'antigenes en presence d' exosomes derives de 
cellules tumorales tels que definis ci-dessus et de recuperation des susdites cellules 
presentatrices d'antigene chargees du susdit exosome de cellules tumorales. 

L' invention concerne egalement des cellules presentatrices chargees en 
exosomes derives de cellules tumorales et susceptibles d f etre obtenues par le procede 
decrit ci-dessus. 

L' invention concerne egalement une vesicule membranaire debarrassee de son 
environnement naturel, secretee par des cellules presentatrices d'antigene chargees en 
exosomes derives de cellules tumorales tels que definis ci-dessus. 

Pour obtenir ces vesicules membranaires definies ci-dessus, on peut avoir 
recours a un procede comprenant : 

une etape de preparation d'un exosome derive de cellules tumorales tel que 
defini ci-dessus, 

une etape d' incubation d'un exosome derive de cellules tumorales avec des 
cellules presentatrices d'antigene, 

une etape de centrifugation differentielle de fractions membranaires de 
surnageants de culture ou de lysats des susdites cellules presentatrices d'antigenes, 
chargees en exosomes et 
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une etape de recuperation de la fraction contenant les susdites vesicules 

tumorales. 

L' invention a egalement pour objet des vesicules membranaires telles que 
definies ci-dessus et susceptibles d'etre obtenues selon le procede decrit ci-dessus. 

L f invention a egalement pour objet I* utilisation d' exosomes derives de cellules 
tumorales tels que definis ci-dessus, pour la sensibilisation de cellules presentatrices 
d'antigenes, notamment lymphocytes B, macrophages, monocytes ou cellules 
dendritiques. 

L' invention a egalement pour objet l'utilisation : 

d'exosomes derives de cellules tumorales tels que definis ci-dessus, ou 
de cellules presentatrices d'antigenes telles que definies ci-dessus, ou 

- de vesicules membranaires telles que definies ci-dessus, pour la 
stimulation et eventuellement 1' amplification in vitro de lymphocytes T specifiques 
d'antigenes, contenues dans les susdits exosomes, ou les susdites cellules 
presentatrices d'antigenes ou les susdites vesicules membranaires,- ou de lymphocytes 
B, et notamment pour la stimulation et Y amplification in vitro de lymphocytes T. 

L* invention concerne l'utilisation d'exosomes derives de cellules tumorales^ ou 
de vesicules membranaires provenant de cellules presentatrices d'antigenes 
sensibilisees par les exbsomes tumoraux pour Texpansion in vitro ou ex vivo d'un ou 
plusieurs repertoires de lymphocytes T susceptibles de reconnaitre les peptides 
tumoraux dans le contexte CMH classe I exprimes a la surface des exosomes ou des 
vesicules membranaires. 

De meme, les exosomes tumoraux ou les vesicules membranaires peuvent etre 
utilises pour sensibiliser des cellules presentatrices d'antigenes qui sont, elles-memes, 
utilisees pour permettre Texpansion de ces repertoires, par Tintermediaire des 
antigenes tumoraux re-appretes et presentes dans le contexte CMH classe I. 

L 1 invention a pour objet un medicament contenant a titre de substance active un 
exosome derive de cellules tumorales tel que defini ci-dessus, ou une cellule 
presentatrice d'antigene chargee en exosome telle que defmie ci-dessus, ou une 
vesicule membranaire telle que defuxie ci-dessus, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Comme forme galenique appropriee, les exosomes peuvent etre contenus dans 
du serum physiologique, dans une ampoule stockee a -80°C. 

Un mode d' administration approprie des medicaments de T invention est 
constitue par des injections intradermiques ou sous-cutanee, notamment lorsque la 
substance active du medicament est constituee par des cellules dendritiques chargees 
en exosomes. 
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Les posologies appropriees seraient de I'ordre de 10 a 300, et notamment 10 a 
100 /xg/60 kg de poids corporel et de 10 fxg pour les tests de reaction intradermiques. 

Les medicaments de 1' invention peuvent etre egalement utilises a raison de 
100 tig pour les traitements de vaccinations prophylactiques. 

Les objectifs vises par 1' utilisation des medicaments de T invention sont : 

- l'hypersensibilite retardee (tests chez les cancereux), ou 

- la the rap ie prophylactique, ou 

- T utilisation dans le cadre de la detection de la frequence des precurseurs 
lymphocytaires specifiques cytotoxiques ou secreteurs d* interferon par la technique de 
dilution limite. 

II s'agit d'utiiiser les cellules dendritiques autologues ou allogeniques 
preincubees avec les exosomes tumoraux de 1' invention, comme cibles de 
lymphocytes peripheriques de sujets porteurs.de la tumeur, avant, pendant et apres 
traitement antitumoral (traitement ciassique ou immunisation active specifique). 

L' invention concerne egalement I'utilisation d'un exosome derive de cellules 
tumorales tel que deftni ci-dessus, ou d'une cellule presentatrice d'antigene chargee en 
exosome telle que definie ci-dessus, ou d'une vesicule membranaire telle que defmie 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de tumeurs, 
solides et hematopoietiques. 

L' invention concerne egalement Tutilisation d'un exosome derive de cellules 
tumorales telles que definies ci-dessus ou d'une cellule presentatrice d'antigene charge 
en exosome telle que defmie ci-dessus, ou d'une vesicule membranaire telle que 
defmie ci-dessus dans le cadre d'un test d'hypersensibilite retardee du cancer ou 
encore comme outil diagnostique de recherche de frequence de precurseurs 
lymphocytaires specifiques cytotoxiques. 

Comme tumeurs solides, on peut citer : le cancer du rein, du sein, les 
melanomes, sarcomes, etc... 

Comme tumeurs hematopoietiques, on peut citer : les ieucemies, les lymphomes 
malins hodgkiniens ou non hodgkiniens. 

L' invention concerne egalement Tutilisation d'un exosome derive de cellules 
tumorales, ou d'une fraction ou d'un composant constitutif d'un exosome derive de 
cellules tumorales tel que defmi ci-dessus, ou d'une vesicule membranaire telle que 
definie ci-dessus, pour T amelioration de l'efficacite d'un liposome synthetique pour le 
transfert de materiel biologique dans une cellule in vitro ou in vivo. 

L' invention concerne egalement la creation d'une banque d'exosomes derives de 
cellules tumorales de type histologique commun ou different. 

Celles-ci sont composees de melanges d'exosomes faits a partir de lignees de 
cellules tumorales pour un type de cancer donne. Ces banques d'exosomes peuvent 
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permettre de sensibiliser des cellules presentatrices d'antigene, notamment des cellules 
dendritiques, contre toutes les tumeurs de ce type. 

L* invention concerne egalement des melanges d'exosomes. 

On peut citer par exemple des melanges d'exosomes tumoraux pour des tumeurs 
genetiquement reliees (cancer du sein et de l'ovaire) ou presentant des mutations p5 3, 
pl6 connues (cancer du sein, sarcome). 

On peut egalement mentionner des melanges d'exosomes tumoraux avec des 
exosomes provenant de cellules immortalisees et transferees pour exprimer des 
molecules de co-stimulation, des molecules d'adhesion, des chemokines attractantes 
(qui ne sont pas normalement exprimees sur les exosomes tumoraux sauf exception). 

Tableau 1. Production d'exosomes par des lignees de cellules tumorales murines 
et humaines 



Lignees de 


Exosomes 


cellules 


0^/2x1 0 8 


tumorales 


cellules/ 1 8 h) 


Murines . 




MCA101 


172 


P815 


163 


MC38 


120 


L1210 


150 


TS/A 


160 


Humaines (melanomes) 




VIO* 


80 


FON 


90 


MZ2-2 


18 


Humaines (nephromes) 




RCC NUN* 


120 


RCC JOUA* 


18 


RCC MEG* 


10 


RCC GIAM* 


100 



Les cellules de lign6es tumorales ont 6te incubees pendant 24 h a une densite de 
un million de cellules par millilitre. Les exosomes ont ensuite ete prepares (voir 
exemple) a partir des milieux de culture par ultra-centrifugation differentielle. La 
concentration en proteines exosomales est mesuree par le test de Bradford (BioRad 
Protein Assay [BioRad]). 

MZ2-2 est decrite dans Traversari et al. (1992) 
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Les * signifient que les differentes lignees primaires ont ete etablies et 
caracterisees dans le laboratoire de biologie clinique de l'lnstitut Gustave Roussy et 
sont accessibles sur demande. 

LEGENDES DES FIGURES 

Figures 1A et IB. Morphologie des endosomes multi- vesiculates et des 
exosomes derives de cellules TS/A. 

A, Sections ultrafines des cellules TS/A analysees par microscopie electronique. 
Detail du cytoplasme montrant un compartiment endosomal contenant des vesicules de 
60*80 nm de diametre. 

B. Preparation d'exosomes de cellules TS/A analysees en microscopie 
electronique par la technique sur vesicule intacte (Raposo et al. (1996). Les 
preparations d'exosomes contiennent une population majoritaire de vesicules de 
60-80 run de diametre, de taille et morphologie similaires aux vesicules internes des 
endosomes multivesiculaires montres en A. 

Figures 2 A et 2B. Presence de differents marqueurs de la voie endocytique 
dans les exosomes de cellules turn or ales. 

A. Deux microgrammes de proteines exosomales (Exos) ou 2x10^ cellules 
tumorales ont ete analyses par Western blot a Taide d'anticorps monoclonaux 
specifiques de : molecules de classe 1 du CMH (Machold Robert P. et aL (1995) 
"Peptide Influences the Folding and Intracellular Transport of Free Major 
Histocompatibility Complex Class I Heavy Chains" J. Exp. Med. 1111-1122), 
recepteur de la trans ferrine (TfR)(anticorps correspondant etant H68.4 decrit dans 
Biochimica et Biophysica Acta (1992) 112££l}:28-34), Lamp 1 et 2 (rat anti-mouse 
monoclonal antibodies, Pharmingen) et Calnexine (Hebert Daniel N. et aL (1995) 
"Glucose Trimming and Reglycosylation Determine Glycoprotein Association with 
Calnexin in the Endoplasmic Reticulum" Cell £1:425-433). 

B. Dix microgrammes de proteines exosomales d'une lignee de cellules de 
' melanome (FON) ou 10 /xg de proteines totales des memes cellules ont ete analyses 

par Western blot a l'aide d'un anticorps anti-MART-1 (Marincola F. et at. (1996) 
"Analysis of expression of the melanoma associated antigens MART-1 and gplOO in 
metastatic melanoma cell lines and in "in situ" lesions" Journal of Immunotherapy 
12:192-205). 
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Figure 3. Les exosomes derives cTune Iignee tumorale MART-1 positive 
(FON) stimulent un clone T specifique de MART-1. 

Vingt mille cellules du clone T LT8 (ou LT12, resultats non montres) ont ete 
incubees avec des exosomes derives de FON (lignees de cellules MART-1 et HLA-A2 
positive) ou GIAM (cellules d'une lignee de nephrome, MART-1 negative) comme 
controle negatif pendant 48 h. La production de TNFp par les cellules du clone T a 
ete mesuree par essai biologique avec les cellules WEHI (Espavik et at.). Les 
exosomes induisent la production dTFNy par le clone T, revelant ainsi la presence de 
complexes HLA-A2/peptide derives de MART-1 a la surface des exosomes. 

- M LT8+TexGIAM" correspond a des clones T LT8 incubes en presence 
d 'exosomes derives de cellules tumorales GIAM ; 

- tt LT8+TexFON M correspond a des clones T LT8 incubes en presence 
d'exosomes derives de cellules tumorales FON ; 

- "LT8+TumFON" correspond a des clones T LT8 incubes en presence de 
cellules tumorales FON. 

. En abscisses, on a represents les cellules conditio nnees et en ordonnees la 
quantite produite de TNFp (pg/ml). 

Figure 4* Les exosomes de cellules P815 exprimant la pGal stimulent des 
spllnocytes de souris immunisees par des adenovirus pGal recombinants. 

Des splenocytes (10 5 ) de souris BALB/c immunisees 2 mois avarit avec 10^ pfu 
adenovirus recombinant pGal ayant rejete une tumeur exprimant pGal ont ete incubes 
avec des exosomes derives des cellules P815 (diamants vides) ou des cellules P815-p 
Gal (carres pleins ■). Les splenocytes non incubes en exosomes donnent le bruit-de 
fond symbolise par des points pleins (•). Apres 5 jours de culture, 1 /xCi de 
thymidine tritiee a ete ajoute par pu its de culture. L' incorporation de tritium dans 
1'ADN cellulaire a ete mesuree 18 h plus tard. Les resultats significativement 
differents d'apres la methode exacte de Fisher sont marques *. 

En abscisses, on a represents la quantite en exosomes derives des cellules 
tumorales P815 (/xg/ml) et en ordonnees les coups par minute (CPM). 

Figure 5. L'antigene tumoral MART-1 contenu dans des exosomes peut etre 
presente aux lymphocytes T par des cellules dendritiques. 

Des exosomes a doses croissantes derives des lignees de cellules tumorales FON 
(MART-1 + , HLA-A2 + , A1-) et MZ2-2 (MART-1 + , HLA-A2-, A1+) ont ete 
incubes avec les clones (20 000 cellules par puits (plaques de 96 puits) T LT12 
(specifique de HLA-A2/peptide de MART-1) en presence de cellules dendritiques 
HLA-A2+ derivees de macrophages circulants (DCA2) (Sallusto, F. and 
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Lanzavecchia A., 1994, Efficient presentation of soluble antigen by cultured human 
dendritic cells is maintained by GMCSF et IL-4 and down regulated by TNFot. J. 
Exp. Med. 122:1109-1118). La secretion dTFNy representee en ordonnees (pg/ml) a 
ete mesuree dans les surnageants de culture apres 2 jours. Les exosomes derives de 
FON, ainsi que ceux derives de MZ2-2, ont induit la secretion dTFNy par LT12 et 
LT8 (resultats non montres). Les cellules FON ont aussi induit une forte secretion 
dTFNy par les clones T, alors que les cellules MZ2-2, qui n'expriment pas 
l'haplotype de molecule HLA adequate (HLA-A2), n'ont pas induit de production 
d'IFNy. 

- M LT12 + DCA2" correspond a des clones T LT12 incubes en presence de 
cellules dendritiques HLA-A2 + ; - 

- " LT 1 2 -f DC A2 + TexFON " correspond a des clones T LT12 incubes en 
presence de cellules dendritiques sensibilisees par les exosomes derives de 
cellules tumorales FON ; 

- "LT12-hDCA2+TexMZ2 M : correspond a des clones TL12 incubes en 
presence de cellules dendritiques sensibilisees par les exosomes derives de 
cellules tumorales MZ2-2. 

Figures 6A et 6B. Effets anti-tumoraux des exosomes in vivo. 

Cent mille cellules tumorales TS/A ont ete injectees par souris BALB/c (A) ou 
Nude (B). Trois jours plus tard, chaque souris a regu deux injections successives, a 
24 h d'intervalle (representees par J3 et J4 sur la figure), de 20 /xg a 30 fig 
d 'exosomes en intradermique. La taille des tumeurs a ensuite ete mesuree deux fois 
par semaine. Les analyses statistiques ont ete faites par la methode exacte de Fisher 
(la significativite a 95% est indiquee par une *). 

A. Deux groupes de 5 souris ont regu des exosomes derives de TS/A (triangles 
pleins A) ou de MCA38 (triangles vides A) (une lignee de cellules d'adenocarcinome 
de colon derive d'une souris C57BL/6), comme controle negatif. Seuls les exosomes 
derives de TS/A ont un effet anti-tumoral in vivo, 

B. Deux groupes de souris Nude (d'halotype H2 d , fond genetique BALB/c) ont 
reg:u en parallele les memes doses des memes preparations d 'exosomes (■ : exosomes 
de TS/A; □ : exosomes deMC38). Aucun effet anti-tumoral n'a ete observe sur les 
souris Nude. Les lymphocytes T sont done necessaires aux effets anti-tumoraux des 
exosomes in vivo. 

En abscisses, on a indique les jours et en ordonnees la taille moyenne de la 
tumeur (mm^). 
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Figure 7. Des cellules dendritiques derivees de moelle osseuse sensibilisees 
par les exosomes. derives de cellules tumorales induisent I'eradication totale in 
vivo de tumeurs solides e tab lias. 

Cinq cent mille cellules tumorales P815 ont ete injectees dans le flanc droit des 
souris DBA/2 10 jours avant le traitement. Le traitement a consiste en une seule 
injection d'exosomes (10 /xg/souris) dans le meme flanc, mais a distance de la tumeur. 
Un autre groupe a ete injecte en intraveineux par des cellules dendritiques (derivee de 
moelle osseuse par traitement pendant 5 jours en GM-CSF+IL4 (Mayordomo et at. 
1995), incubees au prealable pendant 3 h avec les exosomes de P815. Les tumeurs ont 
ete mesurees et les resultats analyses cornme decrit dans la figure 6. Les exosomes de 
P815 ont sensibilise les cellules dendritiques pour induire le rejet des tumeurs 
etablies. Du fait de la faible dose en exosomes injectee en intradermique, les 
exosomes n'ont pas eu d'effet significatif sur la croissance tumorale. L'insert montre 
le pourcentage de souris sans tumeur (en ordonnees), la barre pleine correspondant 
uniquement aux groupes d'animaux de type carres pie ins, l'abscisse correspondant 
aux jours. Ces souris n'ont pas developpe de tumeur apres re-injection du double de la 
dose tumorale minimum, montrant qu'elles avaient developpe une immunite anti- 
tumorale, Les symboles utilises dans la figure sont les suivants : 

O : cellules dendritiques incubees avec des exosomes temoins, 

■ : cellules dendritiques incubees avec des exosomes P815, 

A : exosomes P815 en intradermique, 

X : animaux non traites. 

En abscisses, on a indique les jours et en ordonnees le volume moyen de la 
tumeur. 

Figures 8A, 8B et 8C, Des agents chimiotherapeutiques/cytotoxiques et 
T irradiation peuvent stimuler Texocytose des exosomes tumor aux. 

La leucemie murine L1210 et la lignee de cancer du rein primitif humain GIAM 
ont ete utilisees (figure 8C). Deux millions de cellules tumorales ont ete incubees en 
presence de quantites croissantes de 5 Fu (pour L1210) ou de cis-platinum (CDDP) 
(pour GIAM) par ml pendant 16 heu res. 

Le surnageant a ete recupere, puis a fait l'objet d^ltra-centrifugations 
differentielles comme sus-decrit dans le tableau 1 . 

GIAM a aussi ete incubee en IL-2 1000 U/ml, ou en dexamethasone (10"^ M), 
ou irradiee a 10.000 rads. 

Les fortes doses de chimiotherapie et 1' irradiation sont de bons exemples de 
regulation positive d'exocytose des exosomes dans ces modeles tumoraux. Les 
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resultats ont ete retrouves dans d'autres tumeurs egalement (figures 8 A et 8B) ; en 
particulier, 1* irradiation semble etre le stimulus d'exocytose le plus puissant. 

La Figure 8A correspond au melanome FON sus-decrit et la Figure 8B 
correspond a un thymome murin designe par EL4 (J. Natl. Cancer Inst. (1972) 
42:265-271). 

Sur la Figure 8A, on a represente les cellules FON incubees dans differentes 
conditions : 

1) CM : milieu de culture de base (RPMI contenant 10% de serum de veau 
foetal), 

2) DXM = en presence de dexamethasone, 

3) irradiation : irradie a. 10.000 rads, 

4) sans serum, 

5) IL-10 = en presence d'IL-10, a raison de 10 ng/ml. 

Les irradiations ci-dessus sont valables egalement pour les cellules EL4, L1210 
et GIAM, 

Figures 9A et 9B. Enfin, les vesicules membranaires sortant des cellules 
presentatrices d'antigenes telles que les dendritiques, apres qu'elles aient ete chargees 
par des exosomes tumoraux de melahomes, sont efficaces pour stimuler les 
lymphocytes T specifiques de ces melanomes. 

Sur les figures 9A et 9B : 

- LT8 (CM) correspond aux clones T LT8 incubes en milieu de culture de base 
comme defini a la figure 8A, 

- DexTexNUN correspond a Texosome derive de cellules dendritiques chargees 
en exosomes provenant de cellules tumorales NUN, 

- DexTexFON correspond a l'exosome derive de cellules dendritiques chargees 
en exosomes provenant de cellules tumorales FON, 

- TumFON correspond aux cellules tumorales FON. 

A. Essais de proliferation : les exosomes Fon (utilises figure 3) ont ete incubes 
avec des cellules dendritiques HLA-A2 pendant 3 heures, lavees en solution saline a 
9%o, puis incubees en milieu acide pH 6.3 pendant 18 heures. Les exosomes vesicules 
membranaires de dendritiques sont ainsi recuperes du surnageant de culture des 
susdites cellules dendritiques HLA-2. 

Les vesicules membranaires (exosomes provenant de cellules dendritiques 
chargees avec des exosomes de cellules tumorales)(DexTex) sont alors incubees avec 
les clones LT8 specifiques de MART-1 presentes dans le contexte HLA-A2 (rappel : 
les exosomes Fon contiennent fantigene MART-1). Comme controle negatif, les 
exosomes NUN (lignee de cancer du rein HLA-A2 negative, MART-1 negative) ont 
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ete utilises. Comme controle positif, on a utilise la lignee tumorale irradiee FON 
(TumFON) ou I'anticorps anti-CD3, preadsorbe sur plastique (anti-CD3Ab). 
L* incubation des DexTex avec Ies clones LT8 dure 48 heures, puis 1 /xCi de 
thymidine tritiee est ajoute par puits de 200 fil. Les proliferations lymphocytaires LT8 
sont mesurees 18 heures plus tard. 

En ordonnees, on a represente les coups par minute. 

B. Memes manipulations, mais 1'IFNy est mesure dans le surnageant de culture 
a 48 heures, par ELISA. En ordonnees, on a represente la concentration en IFNy 
(pg/ml). 

EXEMPLE 

Production d'exosomes par des lignees de cellules tumorales humaines et 
murines. 

G. Raposo et at. (1996) ont recemment montre que des lignees de lymphocytes 
B transformes par le virus d'Epstein Ban* secretent des vesicules presentatrices 
d'antigenes, appelees exosomes. Ces vesicules peuvent etre isolees a partir des 
surnageants de culture de ces lignees par ultra-centrifugation differentielle. Dans un 
premier temps, oh a determine si differentes lignees de cellules tumorales, murines et 
humaines, primaires ou etablies en culture, secretent aussi des exosomes. 

Pour ce faire, les cellules tumorales murines ou humaines provenant de 
leucemies ou de tumeurs solides (rein ou melanome ou colon) (voir tableau 1) ont ete 
incubees pendant 24 h k une densite de un million de cellules par millilitre. Le milieu 
de culture (RPMI contenant 10% de serum de veau foetal) a ensuite ete debarrasse des 
cellules par centrifugation a 300 xg pendant 10 minutes. Les debris cellulaires pnt 
ensuite ete elimines par deux centrifugations successives de 15 min. chacune a 800 xg 
et une centrifugation de 30 minutes a 9000 xg. Enfin, les exosomes ont ete recueillis 
grace a une centrifugation de 60 minutes a 100 000 xg, puis laves une fois en PBS 
dans les memes conditions. La concentration en proteines dans les preparations 
d'exosomes a ete mesuree par la methode de Bradford (BioRad Protein Assay 
[BioRad]). 

Toutes les lignees tumorales testees, humaines et murines (solides ou 
hematopoietiques, primaires ou etablies en culture ou provenant de tumeurs fraiches 
dissociees), produisent des exosomes (Tableau 1). Cependant, les efficacites de 
production sont variables ehtre differentes lignees. Les lignees de cellules tumorales 
murines produisent entre 100 et 200 microgrammes de proteines d'exosomes par 200 
millions de cellules en 24 heures. Les lignees humaines de melanome et de nephrome 
produisent entre 10 et 100 microgrammes de proteines d'exosomes par 200 millions 
des cellules en 24 heures. 
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Les exosomes produits par les cellules tumorales sont cPorigine endocytique. 

Afin de determiner si les exosomes purifies a partir des surnageants des lignees 
de cellules tumorales sont d'origihe endocytique, on a realise une etude 
morphologique par microscopie electronique de Tune de ces lignees tumorales, TS/A 
(lignee de carcinome mammaire de souris) (Nanni P. et at. (1983) M TS/A:a new 
metastasizing cell line originate from a BALB/c spontaneous mammary 
adenocarcinoma" Clin. Exp. Metastasis 1:373-380). Les cellules tumorales ont ete 
fixees et appretees pour la microscopie electronique comme decrit precedemment dans 
Raposo et al. (1996) Les exosomes ont ete directement deposes sur les grilles et 
analyses (Raposo et al. , 1996). 

La figure 1A montre des.exemples des compartiments intracellulairesd' aspect 
multivesiculaire observes dans les cellules tumorales. Ces compartiments eridocytiques 
ont un diametre de 200-300 nm (la barre au bas des panneaux A et B represente 
200 nm) et sont composes d'une membrane externe entourant de multiples vesicules 
internes de 60-80 nm de diametre. Les preparations d'exosomes contiennent une 
population majoritaire de vesicules de 60-80 nm de diametre (figure IB), sou vent 
agregees, et de morphologie semblable aux vesicules internes des endosomes 
multivesiculaires observes a Finterieur des cellules (figure 1A). Ces resultats 
suggerent que les. exosomes sont secretes dans le milieu extracellulaire apres fusion de 
la membrane externe des endosomes avec la membrane cytoplasmique. En effet, de 
tels profils d'exocytose sont observes dans ces cellules (donnees non montrees). 

Afin de determiner si les exosomes sont effectivement d'origine endocytique, on 
a ensuite effectue une analyse par Immunoempreinte des marqueurs presents definis 
ci-apres dans les exosomes derives de deux lignees tumorales, TS/A et P815 (P815 : 
mastocytome donne par T. Boon, Ludwig Institute, Bruxelles, Belgique) 
(mastocytome murin). Pour ce faire, deux microgrammes de proteines d'exosomes ou 
le lysat cellulaire de 200 000 cellules TS/A ont ete separes par gel de poly aery lamide, 
puis transferes sur une membrane de Nylon (Amersham). La presence eventuelle de 
differents marqueurs a ensuite ete revelee a Taide d'anticorps specifiques. Les 
exosomes de TS/A et de P815 contiennent des molecules de classe I du CMH, ainsi 
que differents marqueurs de la voie endocytique (le recepteur de la transferine, les 
glycoproteines lysosomales Lamp 1 et 2) (Figure 1A). Par contre, un marqueur 
caracteristique du Reticulum Endoplasmique (RE), la calnexine, n'est pas present dans 
les preparations d'exosomes, montrant que des membranes de RE ne contaminent pas 
les exosomes. 
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Les exosomes produits par une lignee de melanome contiennent un antigene 
tumoral cytosolique. 

Ces resultats montrent que les exosomes secretes par les cellules tumorales 
correspondent aux membranes internes des endosomes multivesiculaires. Or, ces 
vesicules intraendosomales se forment par invagination, puis bourgeonnement de la 
membrane externe des endosomes vers Tinterieur de l'endosome. Ces vesicules 
intraendosomales et par voie consequence les exosomes, devraient contenir une 
fraction de cytosol. Ceci est particulierement important dans le cadre de 
1' immunotherapie anti-tumorale, puisqu'un certain nombre d'antigenes tumoraux, y 
compris MART-1 (Fun des plus etudies), sont des proteines cytosoliques. On a done 
teste la presence de MART-1 dans les exosomes. 

Pour ce faire, dix microgrammes de proteines d'exosomes ou le lysat cellulaire 
de 200 000 cellules d'une lignee de melanome humain (M10) (T. Hercend, CNTS, 
Gif-sur-Yvette) ont ete analyses par Immunoempreinte, comme precedemment. La 
presence eventuelle de MART-1 a ensuite ete revelee a l'aide d'anticorps specifiques 
anti-MART-1 (S. Rosenberg, NCI, Bethesda, U.S.A.)' Les exosomes secretes par la 
lignee tumorale FON (melanome du patient FON provenant de F. Faure, Institut 
Pasteur, Paris, France) contiennent Tantigene tumoral MART-1. Des experiences de 
protection a la proteinase K (Sigma) ont montre que l'epitope de MART-1 reconnu 
par cet anticorps monoclonal est a Finterieur des exosomes (resultats non montres)r 

Cette premiere partie du travail montre que : 

- les cellules tumorales produisent et secretent des exosomes, : 
que les exosomes sont des vesicules d'origine endosomale comportant une 

membrane externe ou se trouvent differentes molecules membranaires (classe I~du 
CMH, differents marqueurs des endosomes) 

- que les exosomes contiennent une fraction de cytosol, y compris des 
antigenes tumoraux cytosoliques, comme MART-1. 

Ces resultats ont amene a rechercher les activites biologiques des exosomes. 

Les exosomes peuvent stimuler des lymphocytes T CD8 in vitro. 

Puisque les exosomes portent des molecules de classe I a leur surface, on a teste 
s'ils sont capables de stimuler des lymphocytes T CD8. On a utilise deux clones T, 
LT8 et LT12 donnes par Faure F., Institut Pasteur, Paris, France, reconnaissant un 
peptide derive de MART-1 en association avec HLA-A2 (Dufour et al. 1997). A cette 
fin, puisque les cellules tumorales FON sont HLA-A2, on a incube les cellules des 
clones T LT8 ou LT12 avec des exosomes prepares a partir de surnageants de FON, 
ou, en guise de controle positif, des cellules FON intactes. L'activation des 
lymphocytes T a ete mesuree par la secretion de TNFp. Les exosomes de FON ont 
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induit la secretion de TNFp par LT8 et LT12 d'une fagon dose-dependante avec une 
activite notee entre 0.5 et 2.5 ng/ml d'exosomes. A plus forte dose, des effets 
toxiques ont ete notes (donnees non rnontrees)(Figure 3). Les cellules FON ont aussi 
induit une secretion de TNFp, alors que des exosomes derives de cellules tumorales 
n'exprimant pas MART-1 ne le font pas (Figure 3). Done, des complexes HLA- 
A2/peptide de MART-1 sont presents a la surface des exosomes. 

Des resultats simiiaires ont ete obtenus chez la souris avec des lymphocytes T 
de rate d'une souris immunisee par la P-galactosidase (p-gal), 

Des exosomes ont ete produits a partir de surnageants de cellules de 
mastocytome P815 ou de cellules P815 exprimant la P-gal (lignees de A. Albina, 
Institut Gustave Roussy, Villejuif, France), ou de cellules d'une autre tumeur (L1210 
leucemie murine H2 d ) n'exprimant pas la p-gal, L210. Des concentrations croissantes 
(0,3 /ig/ml a 20>g/ml) de ces differentes preparations d'exosomes ont ensuite ete 
incubees pendant 4 jours avec des cellules spleniques de souris immunisees par la 
p-gal exprimee dans un adenovirus recombinant. Seuls les exosomes de cellules P815 
(a la plus forte concentration de 20 /ag/ml) exprimant la p-gal ont induit une 
proliferation significative (voir figure 4) (mesuree par T incorporation de thymidine 
tritiee), bien que peu forte, des cellules spleniques. Ces resultats montrent que les 
exosomes produits par les cellules P815 exprimant la p-gal portent a leur surface des 
complexes H2 d /peptides derives de p-gal et sont capables d'activer des lymphocytes T 
murins. 

Les exosomes peuvent delivrer des antigenes cytosoliques qu'ils contiennent 
a des cellules presentatrices d'antigenes. 

On a ensuite teste la possibilite que des antigenes tumoraux contenus dans les 
exosomes puissent etre appretes par des cellules presentatrices d' antigenes pour etre 
presentes aux lymphocytes T. 

Dans ce but, on a utilise les clones T LT8 et LT12 reconnaissant specifiquement 
un peptide derive de MART-1 (MART-1 2 7-35=AAGIGILTV, Dufour E. et al. y 
Diversity of the cytotoxic melanoma-specific immune response. J. Immunol, 1997, 
118:3787-3795) en association avec HLA-A2. On a montre que les exosomes produits 
par la lignee de melanome humain FON (qui est HLA-A2) contiennent l'antigene 
tumoral MART-1 (voir Figure 2) et sont capables d'activer directement les clones 
LT8 et LT12. Afin de disposer d'exosomes cohtenant aussi MART-1, mais incapables 
de stimuler directement les clones LT12 et LT8, on a utilise la lignee de melanome 
MZ2-2 (T. Boon, Ludwig Institute, Bruxelles, Belgique), MART-1 positive mais 
exprimant un autre element de restriction que HLA-A2 (HLA-A1 en 1' occurrence). En 
effet, les cellules MZ2-2, ainsi que les exosomes derives de ces cellules, n'activent 
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pas les clones LT8 et LT12 (resultats non montres), contrairement aux cellules FON 
et aux exosomes derives de ces cellules (Figure 3). Par contre, quand ces memes 
exosomes derives de MZ2-2 sont incubes en presence de cellules dendritiques 
exprimant HLA-A2, une stimulation des clones T LT12 et LT8 est observee, comme 
5 dans le cas des exosomes derives de FON (figure 5). 

Dans le cas des exosomes derives de MZ2-2, 1'activation des clones T ne peut 
pas etre due a des complexes HLA-A2/peptide derives de MART-1 preexistants, 
puisque elles n'expriment pas 1'element de restriction adequat (HLA-A2). Par 
consequent, il ne peut s'agir que de l'antigene cpntenu dans les exosomes qui a ete 
10 repris par les cellules presentatrices d'antigenes, degrade en peptides qui se sont 
ensuite associes aux molecules HLA-A2 de la cellule presentatrice. Les exosomes 
permettent done le transfert d'un antigene entre une cellule tumorale et une cellule 
presentatrice d'antigenes. Les exosomes ont done une fonction semblable a celle de 
"liposomes naturels". 

15 

Les exosomes induisent la regression de tumeurs solides etablies in vivo. 
Enfin, puisque les exosomes sont capables de stimuler des lymphocytes T in 
vitro et de sensibiliser des cellules dendritiques pour r activation de lymphocytes T 
specifiques de tumeurs, on a teste l'activite anti-tumorale des exosomes in vivo. 

20 Pour analyser une telle activite anti-tumorale, on a injecte a des souris avec 

deux fois (10^) la dose tumorigene minimale de cellules tumorales d'une tumcur 
mammaire (cellules TS/A d'haplotype H2 d , syngeniques de cellules BALB/c) dans le 
flanc. Apres 3 ou 4 jours, les animaux ayant des tumeurs etablies ont ete injectes deux 
fois (jour 3 et 4) avec des exosomes prepares a partir de surnageants de cellules TS/A 

25 ou comme controle negatif des exosomes de cellules MC38 (S. Rosenberg, NCI, 
Bethesda, U.S.A.) (cellule tumorale d'haplotype H2^) ou un volume similairc de 
PBS. La taille moyenne des tumeurs dans le groupe de souris inoculees avec des 
preparations d'exosomes de TS/A est tres diminuee en comparaison avec les groupes 
de souris controle. Get effet anti-tumoral est dependant des cellules T, car des souris 

30 Nude (souris mutantes depourvues de lymphocytes T) portant la tumeur et inoculees 
de fa?on similaire avec des preparations d'exosomes, ne montrent pas de diminution 
de la masse tumorale (Figure 6B). 

Dans cette meme serie d "experiences, on a observe un effet anti-tumoral des 
exosomes prepares a partir de cellules de mastocytome P815 d'haplotype H2 d ce qui 

35 permet de penser que ces deux tumeurs expriment des antigenes communs. Des 
resultats similaires ont ete obtenus avec un autre modele tumoral tres immunogenique, 
le mastocytome P815 (syngenique de souris DBA/2 et d'haplotype H2 d ). Dans ce 
modele, on a montre que des exosomes injectes en intradermique dans le flanc d'une 
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souris portant une tumeur (P815) etablie au lOeme jour (tumeur mesurant 
80-100 mm 2 ) ont la capacite de mener a l'eradication de la tumeur dans plus de 60% 
des cas. De plus, ces souris montrent une immunite anti-tumorale a long terme 
(resultats non montres). Dans cette serie d 'experiences, on a observe des effets anti- 
tumoraux d'exospmes prepares. a partir de lymphocytes L1210 isoles a partir d'une 
leucemie murine d'haplotype H2 d et de cellules TS/A, ce qui indique que des epitopes 
communs existent egalement entre ces trois tumeurs (entre P815 et TS/A, p53 mutee 
est commune aux deux tumeurs). 

Deux mecanismes pourraient etre a la base de l'effet anti-tumoral des exosomes. 

Tout d'abord,.une fois injectes, les exosomes pourraient activer directement les 
lymphocytes T de Thdte, specifiques de la tumeur. De cette fa^on, une expansion 
clonale de lymphocytes T specifiques de la tumeur ou un "priming" de cellules T 
pourrait avoir lieu. Une deuxieme hypothese implique une interaction directe des 
exosomes injectes avec les cellules dendritiques de 1'hote. Ceci pourrait alors stimuler 
la reponse anti-tumorale. Afm de verifier cette deuxieme hypothese, on a suivi la 
croissance de tumeurs dans des souris injectees en intraveineuse avec des cellules 
dendritiques derivees de la moelle osseuse chargees avec des exosomes de cellules 
tumorales. Des souris DBA/2 (IFFA CREDO, Orleans, France) ont ainsi ete injectees 
avec deux fois (SxlO 5 ) la dose tumorigene minimale de cellules de mastocytome 
P815. Dix jours apres, chaque animal a ete injecte avec 5xl0 5 cellules dendritiques 
chargees, et de ce fait sensibilisees, avec 9 /xg d'exosomes. La taille moyenne des 
tumeurs dans ces conditions diminue de fa^on significative en comparaison avec des 
groupes de souris injectees avec du PBS ou avec des cellules dendritiques chargees 
d'exosomes de cellules d'une tumeur controle MC38. En effet, plus de 60% des 
animaux traites ne presentent plus de tumeur a la fin de Texperience. De plus, des 
recidives n'ont pas ete observees k long terme (dans 80% a 100% des cas). II est 
interessant de constater qu'une telle dose sous-op timale d'exosomes injectee en 
intradermique n'a pas d'effet, ce qui suggere que les cellules dendritiques peuvent 
preparer les exosomes contenant les antigenes tumoraux de fa^on plus efficace que les 
cellules dendritiques du derme ou les cellules de Langerhans. On a obtenu des 
resultats similaires avec le modele de cellules de la tumeur du sein TS/A. 

Les resultats obtenus dans le cadre de T invention montrent que les exosomes de 
cellules tumorales sensibilisent les cellules dendritiques de fagon efficace. Ces 
cellules, ainsi sensibilisees, ont la capacite d'induire des reponses anti-tumo rales 
puissantes in vivo, et cela dans le cas de differentes tumeurs. Ces resultats suggerent 
que les effets anti-tumoraux observes apres 1' inoculation directe d'exosomes in vivo 
sont dus a la sensibilisation des cellules dendritiques de Thote. D'une fa^on 
remarquable, Teffet est observe apres une seule injection de cellules dendritiques 
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sensibilisees. La majorite des souris traitees montrent une regression tumorale 
complete ou une survie prolongee (de 60 jours contre 20 jours dans le controle) due a 
la regression tumorale. 

Les vesicules membranaires de cellules presentatrices d'antigene, les cellules 
dendritiques qui ont ete incubees avec les exosomes tumoraux, constituent des 
vesicules immunogenes puissantes pour 1' immunisation antitumorale, Elles apportent 
Tavantage d'eviter Tetape d'injection in vivo des cellules dendritiques entieres dont 
elles proviennent. En effet, la therapie cellulaire dendritique n'offre pas la certitude 
du phenotype stable de la cellule injectee. En administrant un produit stable secrete 
par ces cellules, c'est-a-dire les vesicules membranaires sus-decrites, on offre a l'hote 
porteur de tumeurs une garantie d'efficacite et de pouvoir immunisant. Ainsi, on 
montre sur la figure 9 que 0,6 /xg de ces vesicules membranaires, appelees 
DexTexFON (c'est-a-dire exosome provenant de cellules dendritiques incubees avec 
des exosomes provenant de cellules tumorales FON), permettent de stimuler 
directement la proliferation et la secretion d'IFNy de clones LT8 specifiques de 
MART-1 et c'est ce que ne peut pas faire 0,6 /txg d'exosomes provenant de cellules 
dendritiques incubees avec des exosomes de cellules tumorales NUN : DexTexNUN 
(NUN etant une tumeur du rein, HLAA2 negative, MART-1 negative). 

La methode de sensibilisation des cellules presentatrices de T invention possede 
differents avantages par rapport aux methodes de Tart anterieur : 

i) elle ne necessite pas la connaissance prealable d'antigenes tumoraux ; ceci 
est particulierement important puisque des antigenes tumoraux ne sont pas connus 
dans la tres grande majorite des tumeurs ; 

ii) le procede de 1' invention peut etre applique a n'importe quelle tumeur 
produisant des exosomes ; sur plus de 15 lignees de cellules tumorales testees a ce 
jour, une seule ne produit pas d'exosomes (une des six lignees de melanome testees). 

iii) cette methode ne depend pas de l'haplotype du CMH du patient et des 
cellules tumorales, puisque les antigenes tumoraux presents dans les exosomes sont 
re-appretes et presentes aux lymphocytes T par les molecules du CMH des cellules 
presentatrices d'antigenes du patient ; 

iv) le procede de T invention peut en principe etre efficace entre tumeurs 
d'origines differentes, puisqu'il existe des antigenes tumoraux communs non 
seulement a un type particulier de tumeur (MART-1 par exemple dans le melanome), 
mais aussi des antigenes communs a des tumeurs completement differentes (comme 
les molecules impliquees dans la tumorigenese, p53 par exemple) ; 

v) l'utilisation d'exosomes peut aussi se reveler efficace dans le traitement de 
tumeurs exprimant de faibles niveaux de molecules de classe I du CMH, ou n'en 
exprimant pas du tout (ces tumeurs repnesentent 40-50% des cancers metastatiques 
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humains). En effet, les exosomes permettent le transfert d'antigenes intacts entre 
cellules tumorales et CD, ces antigenes etant ensuite presentes aux lymphocytes T par 
les molecules du CMH de la CD, Les resultats preliminaires montrent que les 
exosomes permettent d'induire le rejet de tumeurs murines exprimant de faibles 
5 niveaux de molecules de classe I du CMH (comme MCA101, S. Rosenberg, NCI, 
Bethesda, U.S.A.). Ceci est probablement du au fait que les niveaux d' express ion de 
molecules du CMH necessaires a V induction d'une reponse immunitaire efficace sont 
beaucoup plus eleves que ceux necessaires lors de la phase effectrice (cytotoxicite 
cellulaire) ; 

10 vi) les exosomes seuls constituent en eux-memes, par leur pouvoir immunogene 

une modalite de vaccination prophylactique ou therapeutique nouvelle et efficace. 
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RE VENDIC ATIONS 

1. Vesicule designee par "exosome derive de cellules tumorales" 
correspondant a une vesicule interne contenue dans un endosome d'une cellule 
tumorale et secretee par ladite cellule tumorale suite a la fusion de la membrane 
externe du susdit endosome avec la membrane cytoplasmique de la susdite cellule 
tumorale, lequel exosome derive de cellules tumorales 
est debarrasse de son environnement nature^ 

comprend une bicouche lipidique designee par "surface" qui entoure une 
fraction cytosolique, 
et eventuellement 

presente sur sa surface des molecules de classe I du complexe majeur 
d' histocompatibility (CMH) et/ou de classe II du complexe majeur 
d' histocompatibility (CMH), eventuellement chargees en peptides antigeniques et/ou 
des molecules d'adhesion et/ou des molecules de co-stimulatiori lymphocytaire, 

et/ou contient dans sa fraction cytosolique des molecules antigeniques 
tumorales et/ou des immunomodulateurs et/ou chemo-attracteurs et/ou hormones et/ou 
agents cytotoxiques des acides nucleiques. 

2 m Exosome derive de cellules tumorales selon la revendication 1 , presentant 
sur sa surface des molecules de classe I et/ou de classe II du CMH, eventuellement 
chargee en peptides antigeniques et contenant dans sa fraction cytosolique .des 
molecules antigeniques tumorales. 

3. Exosome derive de cellules tumorales selon l'une des re vend icat ions .1 ou 

2, 

exprimant a sa surface des molecules de classe I et/ou de classe II du 
complexe majeur d* histocompatibility (CMH), et/ou des antigenes caracterises de 
tumeurs et/ou des molecules de co-stimulation lymphocytaire/adhesion et /ou des 
immunomodulateurs, et/ou chemo-attractants, exogenes par rapport a la cellule 
tumorale dont derive 1' exosome, ou 

contenant des antigenes tumoraux et/ou des immunomodulateurs et/ou des 
acides nucleiques ou des agents cytotoxiques ou des hormones exogenes par rapport a 
la cellule tumorale dont derive l'exosome. 

4 V Procede de preparation d'exosomes derives de cellules tumorales selon 
l'une des revendications de 1 a 3, comprenant les etapes de centrifiigation 
differentielle de fractions membranaires de suraageants de culture ou de lysats de 
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cellules tumorales ou de suspensions tumorales fraiches et de recuperation de la ou 
des fraction(s) contenant lesdits exosomes. 

5. Procede selon la revendication 4, de preparation d' exosomes derives de 
cellules tumorales selon Tune des revendications 1 a 3 dans lequel l'etape de 
centrifugation, selon la revendication 4, est effectuee : 

sur un prelevement de sang efferent de la veine de l'organe tumoral isole, 

ou 

sur un prelevement de serum ou de plasma du sang circulant d'un patient, 

ou 

a partir du produit de drainage (serum physiologique contenant 
eventuellement de la dexamethasone, ou agent cytotoxique stimulant l'exocytose des 
exosomes) d*un organe excise chirurgicalement et traite ex vivo par circuit isole- 
perftise pour le drainage de la tumeur qii'il porte, ou 

a partir du surnageant d'un explant tumoral dissocie in vitro. 

6. Procede de preparation d* exosomes derives de cellules tumorales : 

* soit a partir de cultures de cellules tumorales et comprenant 

• une irradiation, a une intensite suffisante pour provoquer Taction 
cytostatique des cellules tumorales et ne depassant pas 15.000 rads avantageusement a 
environ 10.000 rads, des cellules tumorales avant, pendant ou apres leur mise en 
culture, ou 

. un traitement, pendant la culture, des cellules tumorales, a Taide de 
steroides, par exemple dexamethasone, ou d'agents cytotoxiques, par exemple 5- 
fluorouracile (5 Fu) ou cis-platinum, docetaxel, anthracycline, poison du fuseau, 
antipyrimidique, ou d'interleukine par exemple IL10, IL2, IL15, GM-CSF, 

• un traitement avec un agent susceptible d'augmenter la quantite 
d'endosomes multivesiculaires, par exemple le nocodazole et done d'augmenter la 
production d' exosomes, 

* soit a peutir d'un prelevement de serum physiologique drainant un 
organe excise chirurgicalement et traite ex vivo par circuit isole-perfuse pour le 
drainage de la tumeur qu'il porte, ou soit a partir du surnageant d'un explant tumoral 
dissocie in vitro et comprenant 

. un traitement a Taide de steroides, par exemple dexamethasone, ou 
d'agents cytotoxiques, par exemple 5-fluorouracile (5 Fu), cis-platinum, taxanes, ou 
d 1 interleukine par exemple IL- 1 0 , IL-2 , GM-CSF . 
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7. Procede de preparation d'exosome de cellules tumorales selon la 
revendication 3, comprenant 

- soit la modification genetique des cellules tumorales par des genes 
exogenes codant pour des molecules de classe I et/ou de classe II du complexe majeur 
d'histocompatibilite (CMH), et/ou des genes codant pour des antigenes caracterises de 
tumeurs et/ou des genes codant pour des molecules de co-stimulation/adhesion ou des 
chemokines attractantes, les produits de ces genes exogenes pouvant se trouver 
exprimes a la surface des exosomes et/ou etre sequestres a l'interieur des exosomes, 

soit la modification in vitro des exosomes produits par les cellules 
tumorales, telle que 1' introduction (par electroporation, par fusion avec un liposome 
synthetique, par virus recombinant ou par methode chimique), de proteines ou 
d'acides nucleiques ou medicaments pharmaceutiquement definis dans et/ou avec les 
exosomes. 

8. Cellule presentatrice d'antigenes, notamment lymphocyte B, macrophage, 
monocyte ou cellule dendritique chargees en exosomes derives de cellules tumorales 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

9. Procede de preparation de cellules presentatrices d'antigenes selon la 
revendication 8, comprenant les etapes d' incubation de cellules presentatrices 
d'antigenes en presence d'exosomes derives de cellules tumorales selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3 et de recuperation des susdites cellules 
presentatrices d'antigene charge du susdit exosome de cellule tumorale. 

10. Vesicule membranaire debarrassee de son environnement naturel, secretee 
par des cellules presentatrices d'antigene chargees en exosomes derives de cellules 
tumorales selon l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

11. Procede de preparation d'une vesicule membranaire selon la revendication 
10, comprenant : 

une etape de preparation d'un exosome derive de cellules tumorales selon 
la revendication 4, 

une etape d'incubation d'un exosome derive de cellules tumorales avec des 
cellules presentatrices d'antigene, 

une etape de centrifugation differentielle de fractions membranaires de 
surnageants de culture ou de lysats des susdites cellules presentatrices d'antigenes, 
chargees en exosomes et 
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une etape de recuperation de la fraction contenant les susdites vesicules 

tumorales. 

12. Utilisation : 

d'exosomes derives de cellules tumorales selon Tune des revendications 1 

a 3, ou 

de cellules presentatrices d'antigenes selon la revendication 8, ou 
de vesicules membranaires selon la revendication 10, pour la stimulation 
et eventuellement 1' amplification in vitro de lymphocytes T specifiques d'antigenes 
contenues dans les susdits exosomes, ou les susdites cellules presentatrices d'antigenes 
ou les susdites vesicules membranaires,- ou de lymphocytes B, et notamment pour la 
stimulation et 1' amplification in vitro de lymphocytes T. 

13. Utilisation d'exosomes derives de cellules tumorales selon Tune des 
revendications 1 a 3, ou de cellules presentatrices d'antigenes selon la revendication 
8, ou de vesicules membranaires selon la revendication 10, pour la creation ex vivo 
d'un repertoire de lymphocytes T, susceptibles de reconnaitre des antigenes 
sp6cifiques exprimes par les susdits exosomes selon Tune des revendications 1 a 3 
dans les susdites cellules presentatrices d'antigene selon la revendication 8, ou dans 
les susdites vesicules membranaires selon la revendication 10. 

14. Medicament contenant a titre de substance active un exosome derive de 
cellules tumorales selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, ou une cellule 
presentatrice d'antigene charge en exosome selon la revendication 8, ou une vesicule 
membranaire selon la revendication 10, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

15. Utilisation d'un exosome derive de cellules tumorales, selon Tune des 
revendications 1 a 3, ou d'une cellule presentatrice d'antigene chargee en exosome 
selon la revendication 8, ou d'une vesicule membranaire selon la revendication 10, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de tumeurs, solides et 
hematopoietiques . 
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16. Utilisation d'un exosome derive de cellules tumorales, ou d'une fraction 
ou d'un composant constitutif d'un exosome derive de cellules tumorales selon l'une 
des revendications 1 a 3, ou d'une vesicule membranaire selon la revendication 10, 
pour l'amelioration de 1'efficacite d'un liposome synthetique pour le transfert de 
materiel biologique dans une cellule in vitro ou in vivo. 



2766205 



l/u 




2766205 



2/11 




Figure IB. 
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